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Summaワ Aprotein map was prepared by means of two四 dimensionalelectrophoresis 
for serum specimens from pregnant women. The PZP (pregnancy zone protein) appear聞
ing on the map was identified， and anti聞 PZPserum was prepared using this protein回 an
antigen. In cases of normal pregnancy， PZP began to be detected in serum around the 
8 th week of pregnancy and its level reached a peak in the second trimester; thereafter， 
it remained almost unchanged or showed only a slight reduction until delivery. In 
patients with 
and hyp巴町rt臼巴nsion(over 160 mmHg) ， the serum PZP level was much higher than in ca呂田
of normal pregnancy. Using thehigh1y pure PZP obtained by the use of anti-PZP anti幽
body， we assess巴dthebiological effects of PZP on polymorphonuclear 1eukocytes (PMN) 
and mononuclear cells (MMC). This assessment provided the following results: 
(1) A test with the自uorescentantibody technique disclosed that PZP binds well to 
PMN and MNC. 
(2) In assessment of chemotactic abi1ity with Boyden's method， PZP was found to 
elevate the chemotactic abilitv of PMN and to r巴ducethat of MNC. 
(3) When assessed with a lumiphotometer， ingesting abi1ity and the bactericidal 
action of PMN and MNC d巴creasedafter exposur巴 toPZP. 
These results suggest that PZP suppresses cell圃 mediatedimmunity， and that it p1ays 
an important role in the maintenance of pregnancy. 
Index Terllls 
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I 緒 自
はさまざまに変化する.その中で Pregnancy-specific・sl-
glycoprotein (SP1， Bohn. 1971)， Pregnancyassociated 






ばれてし、る. PZP は1959年 Smithiesにより発見町報







今回 2次元電気泳動5)6)(2 dimensional electrophoresis， 
2DE) C一次元目:等電点電気泳動 (Isoelectrofocussing;
IEF)，二次元自;ポリアグリノレア Eド電気泳動 (Polya-
crylamide gel electrophoresis; PAGE)を行うことによ
ってポリアグリルア E ドゲノレの上に PZPスポットを鮮





















い， 4.67%アクリルア E ト.， 7.72%ファノレマライト (pI
3-10:5-8:2.5-5=2: 1 : 1)を含む径 1.5mm長さ 6.5
cmのゲルカラムを用い， 200Vの定電圧で90分， さら
に 500Vで6時間冷却下で、泳動した.緩衝液は陽極に
O.OIMイ Eノジ酢酸，陰J慢に O.OIMェチレンジア Eン
を用いた. 2次元自は SDSを含まない 3%一20%のポ




2次元電気泳動終了後ポリアグリルア E ドゲノレより 20
%メタノーノレを含む 25mMトリス・グリシン緩衝液，
pH8.3でニトロセルロース膜に 60Vの定電庄で4時間













(1) 試薬 (5) PZPの定量
ブァル 7 ライト (pI.3-10， 5-8， 2.5-5)， CL-セファロ 試料血清は末檎より出来る限り溶血しないように採血
ース-4B，Zn幽キレーティングセフアローズ 6B，プロテイ し37'Cで30分間静置した後上清を 3，000rpmで10分遠
ンAセフアローズ，高速液体クロマトグラフィー用スー 心分離し PZPレベノレを測定するまでー70'Cで保存し
パローズ6， パーコーノレは Pharmacia社 (Upsal1a， た. 50mMトリス， 50mMグリシン， 10mMEDTA・
Sweden) より，アクリノレア Eド， N.Nにメチレンピスア 2Na， 0.3M Nacl， 0.1 % NaNa， pH 8.0で調整した 1%ア
グリルア Eド，イ Eノジ酢酸，過硫酸アンモニウム，エ ガロースプレートを用いた単純放射免疫肱散法 (Single
チレγジア :?γは半井化学薬品株式会社(京都)より radialimmunodiffusion， SRID)I)により PZPを定量し
N.N.N'.N'-テトラメチレンジア Eン，クマシープリリア た.対象として正常妊婦60名(妊娠週数 5w~41w) を，
ントブル-R250，リボフラピ、ン和光純薬株式会社(大 妊娠中毒症患者は E.P.H各 typeに分類し， EP日 type
阪)より，アカ、ロース， エトロセノレローズ膜は Bio開Rad 12名，それに各単独症例 Etype 5名， P type 6名， H
社 (CalifU.S.A.)より，ケモタキシスチャンパーはラ type 6名について定畳， PZPレべんを比較した.
ボサイエンス有:(東京)より，ル Eノーノレはベlーリンガ (6) PZPの精製
妊娠関連蛋白 PregnancyZone Protein (PZP)の動態と精製及びその機能に関する研究 ( 31 ) 
(i) Znキνーティング・セアアローズ 6B:蒸留;Jえで、
よくキレーティングセフアローズを洗い 250mlのZnCla
溶液 (Imgfml)をゆっくり通し Znを結合させ Znキレ
ーテ与ングセフアローズを調整する.蒸儲水で十分に洗







sphate bu民reclsaline， PBS)pH 7.4で十分に透析後，
同緩衝液で平衡化したウサギ抗 PZPjJ'[血清の IgG分画
を結合した CL-セブアローズ 4BIこ繰り返して 2度吸清






(iv) 高速液体クロマトグラフィー (High pressuer 






3.8%アグリルア Eドを用いた SDS-PAGEで PZPの
純度を検定， 5%メルカプトエタノーノレで 1000C， 1分
処JIf!し PZPの分子内ペプチド構造を分析した.
(8) Ouchterlony免疫紘散法12)
50mM トリス， 50mMグリシン， 10mM EDTA・








清アノレブ Eン (bovine serum albumin， BSA)加 MEM































いて検討した. PMN， MNCを 3x106fmlに PBSで調
怒しその 200μ1に種々の濃度の PZPとノレ Eノーノレ 20








a， b， c， cl， e， f， g， h， i， j， k， 1， m のスポットはそれぞれ
IgG，町2マクログ P プリン IgM，ハプトグロビン，





( 32 ) 橋 本
Fig. 1. 2DE ana1ysis of norma1 non開pregnant
woman's serum. 
(a): IgG; (b):日2-macrog1obulin;
(c): IgM; (d): haptog1obin; (e): IgA; 
(f): lipoprotein; (g): s2-g1ycoprotein; 
(仏h)ド廿ra叩ns枇fたe口r凶，
(ωj幻):ceru1山0pμla剖smII町 (休刷k幻):Gc globu1in; 
(仰lめ):α2-HSふ-g斜ly戸C∞op戸ro凶t句ein; (m): albumin 
平 間
pI7の領域を効率よく分離している. IgG (a)のスポ
ットは広い pI範囲にわたっている. pI4.5， MW  14万
一50万にうろこ状に広がるスポットがハプトグロピン
(Haptog1obin， Hp)である (d).Fig.2に妊娠初期 3カ
月 (1sttrimester)，中期 3カ月 (2ndtrim四ter)，後期 3
カ月 (3rdtrimcster)における正常妊婦血清の 2DEパ
ターンを示すが全体的に見て， IgG (a)，アノレブミン (m)
の減少，マグログロプリン (b)，リポプロテイン (f)の
増加が見られる. Hpスポット近傍に Hpと重なるよう
に PZPのスポット(矢印)が出現する. pI 4.7， MW  
307:7の単一なスポットである. 1st trimesterではそのス











妊娠関連蛋白 pregnancyZone Protein (PZP)の動態と精製及びその機能に関する研究 ( 33 ) 
(3-1) (3-2) 
Fig.3. 2DE analysis of a toxemic pregnant woman's serum. 
(3-1): EPH type， 32 weeks gestation 
(3-2): the same woma出 serum，but 1 week after delivery 
(4一1) (4-2) 
Fig.4. Immuno-blotting of normal pregnant woman's serum with anti四 PZP吐 ntIsera.
(4-1): by a lot of commercially available anti PZP 
(4-2): byanti凶PZP-antiseraproduced by my method as described in this text 
(2) 抗 PZP抗体の作製 検討したところ (Fig.5)正常妊婦血清と本抗 PZP抗体
正常妊婦の血清の 2DEを行い， PZPのスポットを含 または抗 PAPP-A抗体との聞に生じる沈降線は各 l本
むゲ、ルの細片を抗原とし，家兎を免疫し，得られた粗抗 のみ認められ，抗日PI抗体との聞には 2本認められた・
体に含まれる PZP以外の血清成分に対する抗体は，正 またこれらの沈降級は完全にグロス(cross) していた.
常非妊婦血清で免疫吸着を行しり非吸着分間を PZPに (3) 正常ならびに異常妊娠における PZPレベノレ
対する特異抗体とした.この抗体の特異性は正常妊婦血 PZPは正常妊婦の場合， SRIDで妊娠8週頃より検
i青を 2DEで分離した後のイムノプロッティング (Fig. 出でき 2ndtrimesterでピークとなり，その後分娩まで
4-2)で確認したが，このスポットは市販の PZP特異抗 低下傾向はあるものの， ほぼ一定の値を示した. EPH 
体による正常妊婦血清の 2DE後のイムノブロッティン Typeの重症妊娠中毒症忠者では， 同じ妊娠週数の正常
グのパターン (Fig.4-1)と同一であった. 妊婦の約3倍の PZP1直を示した. E Type， P Type， H 
妊娠に特異とされる SPI抗原， PAP巴A抗原に対する Typeの各単独の中毒症例では正常妊婦の PZP値と有
この抗 PZP抗体の反応性を Ouchterlony免疫拡散法で 意な差は認められなかった (Fig.6).







Fig. 5. Ouchterlony double diffusion analysis. 
NPS: normal pregnancy serum; 
AsJPAP巳A: commercial1y avilable arト
tiserum against PAPP-A; 
AsJSP1: commercially available an凶山tr斑seぽru四ιm立
against SP 1 ; 
AsJPZP: antiserum against PZP produced 


























た. PMNの場合 (Fig.10) 100 J1gJmlの PZPでも
o : Normal pregnancy • 
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Fig. 6. PZP levels at， various gestational stages. 
PZP amounts were quantified by the single radical immunodiffusion method. 
妊娠関連蛋白 PregnancyZone Protein (PZP)の動態と精製及びその機能に関する研究 ( 35 ) 
Fig.7. SDS開PAGEanalysis of the purified PZP 
preparation. 
Analysis was done without mercaptoethanol 
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か--0 : MNC 
Casein(十 pzp(ー)
30 60 120 240 480 960 
pzpド9/ml
Fig.8. E汀ectof PZP on locomotion of PMN and 
MNO by casein. 
The locomotion of these cells without any 



















( 36 ) TI告 オヰ 司i 嗣
PMN MNC 








C∞t I Cont I 
Fig. 10. Effect of PZP on phagocytosis of zymosan by PMN and by MNC. Cont: no PZP; 1: 
100μg PZP added; II:200μg PZP added 
PZPは日2・マクログロプリンと高い類似性を示し17)~ bindingしてしまう.そのため α2司マクログロプリンが
19)ア主ノ駿分析の結果では68%の類似性がある20)と言わ Znに高いアアィニティーを有している (Sinosichet al吋
れている・ したがってその抗原性にも類似性がみられ 1983)ことを利用して PZPの精製を行った.ZnとPZP
交着反応を示す・ との affinityも決して低いものではないが α2・マクログ
本研究に用いたウサギ抗ヒト PZP抗血清は正常人血 ロプリンに比べれば弱いと考えられ pH6.5の条件では
清で吸収してあるため免疫沈降反応レベノレでの感度では 殆どの PZPは結合しないことがわかった・全過程を終
的-'7クログロプリンと反応を示さない・ しかし抗 PZP えた PZPの最終的な収量率は約30%であった.
カラムに直接妊婦血清を流すと何回マグログロプリンが PZPは PMN，MNCによく結合しその生理活性に影













































より PZPの精製を行った. またこの PZPを用いて
PZPの生物学的活性について検討を行い以下の結果が
得られた.
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